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Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft in vitro retroviral modifizierte T-Zellen zur Verhinderung der allogenen 
Transplantatrejektion in vivo, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. Hierbei 
werden T-Zellen des Transplantatempfangers in vitro durch Zellen des Transplantatspenders 
Oder durch Zellen, die dbminante MHC-Molekiile exprimieren, stimuliert und gleichzeitig mit 
Hilfe von Retroviren, die immunmodulierende Gene exprimieren, transduziert. Die retroviral 
modifizierten alloreaktiven T-Zellen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie ein 
therapeutisches Gen, wie z.B, IL-4, IL-10 oder IL-12p40 exprimieren. 
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Retroviral modifizierte T-Zellen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung^™ 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft in vitro retroviral modifizierte T-Zellen zur Verhinderung der allogenen 
Transplantatrejektion in vivo, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung . Hierbei 
werden T-Zellen des Transplantatempfangers in vitro durch Zellen des Transplantatspenders 
Oder durch Zellen, die dominante MHC-Molekule exprimieren, stimuliert und gleichzeitig mit 
Hilfe von Retroviren, die immunmodulierende Gene exprimieren, transduziert. Aufgrund der 
gewahlten Versuchsbedingungen, die zur Generierung und Expansion von allo-spezifischen 
T-Zellen fuhrt, wandem die T-Zellen nach der in vivo Applikation spezifisch in das allogene 
Transplantat ein und konnen dort die immunmodulierenden Gene exprimieren. Die Erfindung 
erlaubt es, die Abstofiung allogener Transplantate (Zellen, Gewebe, Organe) effektiv zu 
verhindem und stellt damit ein wirksames Mittel sowohl zur Toleranzinduktion als auch zur 
Erhaltung von Toleranz gegenuber allogenen Transplantaten (Zellen, Gewebe, Organe) in der 
Transplantationsmedizin dar. 

Trotz der Erfolge der konventionellen Immunsuppression mit Cyclosporin A, FK506, 
Glukokortikoiden oder 0KT3 (monoklonaler Antikorper (mAk) gegen CDS), ist das Problem 
der TransplantatabstoBung noch lange nicht zufriedenstellend gelost. Eine lebenslange 
medikamentose Immunsuppression fuhrt fast immer zu gravierenden Nebenwirkungen und 
kann die chronische Rejektion nur selten komplett inhibieren. Ziel der 
Transplantationsforschung ist es, mit einer Kurzzeittherapie die lebenslange Akzeptanz eines 
fremden Organs zu erreichen. In Tiermodellen gibt es bereits einige Ansatze, die dieser 
Forderung nahe kommen. Die Basis zum Verstandnis dieser Ansatze stellt die genaue Analyse 
des abgestoBenen oder tolerierten Gew^ebes dar. Sie zeigt wShrend der akuten Rejektion 
immer eine massive Infiltration des Gewebes mit Granulozyten, Monozyten und 
Lymphozyten. Die Tatsache, dass die Depletion der CD3-positiven Zellen durch OKT3 das 
Transplantat vor AbstoBung schiitzt, zeigt die kritische Rolle der T-Lymphozyten (Ode-Hakim 
et al., 1996). Ebenso sind immundefiziente SCID-Mause (ohne B- und T-Zellen) nicht in der 
Lage, ein fi-emdes Organ abzustoBen. Innerhalb der T-Zellpopulation scheinen Th-Zellen die 
Initiatoren der Rejektion zu sein. Dies wurde in CD4 bzw. CDS T-Zell-depletierten Mausen 
gezeigt. Wahrend die CDS depletierten MSuse das Transplantat abstofien konnen, ist dies den 
CD4 depletierten nicht mSglich (Campos et al, 1995). Geht man vom Thl/Th2 Paradigma aus 



(Mosmann et al., 1989), sind in der fruhen Phase der akuten AbstoBung hauptsachlich Thl- 
Zellen beteiligt. Auch in Rattenmodellen konnte mit semiquantitativer PGR ein Anstieg 
charakteristischer Thl-Zytokine (IFN-y, IL-2) im Transplantat gezeigt werden (Siegling et al., 
1994a), Die aus dem Organ gewonnen CD4-Zellen produzieren nach in vitro Restimulation 
ebenfalls vorwiegend Thl-Zytokine. 

Allen BehandlungsprotokoUen gemeinsam ist das Ziel, die potentiell schadigenden Thl- 
Zellen in ihrer Entstehung oder Funktion zu hemmen. Wahrend die konventionellen 
Methoden dies mit einer globalen Depletion oder Inhibition der Lymphozyten versuchen, 
greifen neuere Ansatze in den T-Zellaktivierungsprozess ein. Monoklonale AntikOrper gegen 
den GD4-Rezeptor modifizieren das TCR-Signal (Lehmann et al., 1992; Siegling et al., 
1994b). CTLA4-Ig bindet an die B7-MolekuIe der antigen-prasentierenden Zellen (APC's) 
und blockt somit kostimulatorische Signale (Sayegh et al., 1995). Am Ende dieser kurzen 
Behandlung (ca. 2 Wochen) entsteht in vielen Modellen eine stabile Toleranz (Cobbold & 
Waldmann, 1998). Vermittler dieser Toleranz sind wahrscheinlich regulatorische CD4-Zellen. 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Ubertragung dieser Zellen auf syngene Tiere ebenfalls 
eine Toleranz erzeugt. Dieses Phanomen wurde erstmals 1993 als „infekti6se Toleranz,, 
beschrieben (Qin et al., 1993). Allerdings gelang der Versuch nur in einem schwachen 
"Abstofiungsmodell". Mit Hilfe eines nicht-depletierenden Ak gegen CD4 (RIB 5/2) gelang 
es, dieses auch in einem starken Rejektionsmodell zu zeigen (Onodera et al., 1996a). Mit 
Hilfe der semiquantitativen PGR konnte ein stark erhohter Interleukin-4 (IL-4) mRNA- 
Spiegel in den transplantierten Organen (auch nach mehreren Ubertragungen) nachgewiesen 
werden. Dies weist auf die Bedeutung von Th-2 Zytokinen, vor allem Interleukin-4, hin. 
Neben IL-4 sind eine Reihe von Zytokinen in der Lage, Thl-vermittelte Immunreaktionen zu 
modulieren. IL-4 induziert die Differenzierung von naiven CD4^ T-Zellen in Th2-Zellen, wird 
von diesen gebildet und hemmt in hohem MaBe die Sekretion von IFN-y. Damit wird die 
Entwicklung einer Thl-Antwort supprimiert (Banchereau, 1991). IL-10, welches vor allem 
von Monozyten/Makrophagen und T-Zellen gebildet wird, hat eine ganze Reihe von anti- 
inflammatorischen Eigenschaften. So wurde unter anderem gezeigt, dass i) IL-10 die MHC- 
Klasse II Expression auf Monozyten inhibiert, ii) die Produktion inflammatorischer Zytokine 
wie IFN-Y, IL-1 und IL-8 und TNF-a hemmt und iii) die Proliferation allogen aktivierter 
Lymphozyten unterdrQckt (de Waal Malefyt et al., 1991a; de Waal Malefyt et al., 1991b; 
Ralph et al., 1992; Cassatella et al., 1993; Qin et al., 1997). Als ein zusatzlicher, T- 
Zellunabhangiger Differenzierungsfaktor fUr Thl Zellen wurde IL-1 2 beschrieben. Dieses 



Zytokin wird von Makrophagen und B-Zellen sezemiert, fllhrt zur Erhohung der IFN-y 
Produktion von NK-Zellen, CD4'' T-Zellen und CDS"^ T-Zellen und induziert damit die 
Differenzierung naiver CD4'' T-Zellen zu Thl-Zellen (Hsieh et al., 1993: Germann et al., 
1993; Kennedy et al 1994). IL-12 ist ein heterodimeres Glykoprotein, das aus einer 40kDa 
(p40) und einer 35kDa (p35) Untereinheit besteht. Die IL-12p40 Untereinheit ist in der Lage, 
die Effekte des Heterodimers spezifisch zu inhibieren. Nach Mattem et al. (1993) hemmen 
UberstSnde von mit Maus IL-12 p40 transfizierten COS Zellen in vitro verschiedene IL-12 
Effekte. IL-12p40 inhibiert die Proliferation von PHA und IL-12 aktivierten Splenozyten. 
Bei experimentellen und klinischen Untersuchungen konnte bei Allotransplantationen gezeigt 
werden, dass, in der Phase der akuten AbstoBung, die Expression unterschiedlichster Zytokine 
erfolgt, deren zellulare Herkunft Thl-Zellen, Th2-Zellen, zytotoxische CDS'" T-Zellen, aber 
auch nicht-lymphozytare Zellen (Makrophagen, Endothelzellen, Mastzellen) zuzuordnen ist 
(Dallman et al., 1991). Es liegen Hinweise vor, dass Thl -Zytokine eine Schlusselrolle in der 
Pathogenese der akuten TransplantatabstoBung spielen. Dies beruht auf Untersuchungen der 
Zytokingenexpressionsmuster in Transplantaten von toleranten Tieren. Hinweise hierfur 
bieten Untersuchungen zur w^irkungsvollen Toleranzinduktion mit anti-CD4 monoklonalen 
Antikorpem (Benjamin and Waldmann, 1988; Takeuchi, 1992; Siegling et al., 1994a). Der 
Mechanismus ist nicht voUig klar, zumal eine Depletion von CD4'^ T-Zellen fur die 
Toleranzinduktion nicht notwendig ist. Eine Toleranzinduktion durch anti-CD4 Behandlung 
ist mit einer deutlichen Suppression der Th 1 -Zytokinexpression im Transplantat assoziiert. 
Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass Thl -Zytokine eine wesentliche Rolle bei der 
AllograftabstoBung einnehmen (Siegling et al., 1994a, Lehmann et al., 1997). 

Die Bedeutung von Th2-Zytokinen ist dagegen weniger klar. Bei toleranten Tieren 
fuhrte die alleinige Th2-Antwort nicht zur TransplantatabstoBung. Die Persistenz von Th2- 
Zytokinen in Transplantaten der Tiere konnte als Epiphanomen gewertet werden, jedoch auch 
entscheidend fiir eine Hemmung der Thl-Antwort sein und damit fur die Transplantatreaktion 
ein entscheidendes Kriterium bedeuten. Bestatigt wird diese Vermutung durch 
Beobachtungen, dass eine temporare Thl/Th2-Zytokinimbalance der T-Zellantwort 
unmittelbar nach Antigenkontakt zur dauerhaften Pragung der Immunantwort fuhren kann 
(Scott, 1991). Erste Untersuchungen in vitro zeigen im Transplantationsmodell, dass sich auch 
die Funktion von Transplantat-infliltrierenden Zellen beeinflussen laBt. Die Frequenz von 
IFN-y produzierenden Zellen konnte unter dem Einfluss von rekombinantem IL-4 um 50-70% 
gesenkt werden (Merville et al., 1993). Daraus kann die Hypothese abgeleitet werden, dass 



eine temporare Uberexpression von IL-4 am Ort der Alloantwort zur Transplantatakzeptanz 
ftihren kann. Die Uberexpression von IL-4 . nach ex-vivo Gentransfer mit Hilfe von 
rekombinanten Adenoviren fuhrte zu einer deutlichen Verlangerung der 
Transplantatakzeptanz im allogenen Nierentransplantationsmodell der Ratte im Vergleich zu 
unbehmdelten oder mit einem Reporterkonstrukt behandelten Transplantaten (Kato et al., 
1999a). Die Rolle von IL-4 in der Induktion von Toleranz gegenuber allogenen Transplantaten 
wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert. So wurde gezeigt, dass die lokale 
Uberproduktion von IL-4 entweder .durch adenoviral transfizierte oder IL-4 transgene 
Transplantate nicht zu einer Verlangerung der Transplantatakzeptanz fuhrt (Smith et al., 1997; 
Mueller et al., 1997). Auf der anderen Seite ist gezeigt worden, dass transgene, IL-4 
produzierende Transplantate oder die systemische Applikation von IL-4 in Kombination mit 
Cyclosporin A die Uberlebenszeit allogener Transplantate verlangem kann (Takeuchi et al., 
1997; Rabinovitch et al., 1997). Dabei muss bemerkt werden, dass die Arbeiten methodisch 
oft unzulanglich dargestellt sind, so dass nicht entschieden werden kann, ob methodische 
Probleme einen Einfluss auf das Ergebnis haben. 

Im Gegensatz zu IL-4 ist die Bedeutung von IL-10 flir die Verlangerung der 
Transplantatakzeptanz weniger umstritten. So konnte gezeigt werden, dass die 
Uberexpression von TGF-pi und vIL-IO, einem Epstein-Barr- Virus kodierten Homolog zu 
humanem oder murinem IL- 1 0, zur Verlangerung der Transplantatakzeptanz in verschiedenen 
allogenen Herztransplantations-Modellen fuhrt (Qin et al,, 1995; Josien et al., 1998). Wir 
konnten zeigen, dass die Ko-applikation von IL-4 und vIL-10 mit Hilfe von rekombinanten 
Adenoviren das Uberleben allogener Nierentransplantate in einem starken AbstoBungsmodell 
signifikant verlangerte (Kato et al., 1999b). Interessanterweise hat die alleinige Applikation 
von IL-4 in diesem Modell keinen Einfluss auf eine Verlangerung der Transplantatakzeptanz. 
Auch die Uberexpression von IL-12p40 scheint positive Effekte auf das 
TransplantatUberleben zu haben. So konnte gezeigt werden, dass die lokale Applikation von 
IL-12p40 die Thl-vermittelte Immunantwort inhibierte und die AbstoBung von allogenen 
Myoblasten, die mit der cDNA fiir IL-12p40 transfiziert waren, verhinderte (Kato et al, 
1997). Ahnliche Ergebnisse wurden im Modell der Inselzell-Transplantation in diabetische 
MSuse erhalten, wo die Uberexpression von IL-12p40 die Thl-vermittelte Autoagression 
verhinderte (Rothe et al., 1997; Kato et al., 1998). Wir konnten zeigen, dass die Ko- 
applikation von IL-4 und IL-12p40 mit Hilfe von rekombinanten Adenoviren das Uberleben 



allogener Nierentransplantate in einem starken AbstoBungsmodell signifikant verlangerte 
(Katoetal,, 1999b). 

Das Problem vieler Arbeiten zum Zytokingen-Transfer ist immer noch die Applikation des 
Zytokins. Die systemische Gabe eines Zytokins kann niemals ein lokales Milieu schaffen, 
welches der physiologischen Situation entspricht. AuBerdem haben Zytokine im Serum eine 
sehr kurze Halbwertszeit, so dass das therapeutische Protein standig nachgeliefert werden 
mUsste, um einen gewunschten Serumspiegel zu erreichen (H.-D. Volk, pers. Mitteilung). 
Durch adenovirus- vermittelten Gentransfer des Spenderorgans kann die Zytokinexpression im 
Transplantat gesteigert werden, sie ist aber meistens nur kurzzeitig imd keinesfalls 
aktivierungsabhangig. 

Retroviral transfizierte T-Zellen sind jedoch in der Lage, stabil und dauerhaft ein Protein zu 
exprimieren (Blaese et al., 1995). Besonders aktivierte T-Zellen exprimieren vermehrt ihx 
Transgen (Quinn et al., 1998; Hammer et al, 2000 

Der Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde, eine neue Moglichkeit zur Verhinderung der 
allogenen Transplantatrejektion bereitzustellen, welche die Nachteile der bekannten Mittel 
und Methoden beseitigt. Die Aufgabe wurde durch die Bereitstellung in vitro retroviral 
modifizierter alloreaktiver T-Zellen, die ein therapeutisches Gen exprimieren, gel6st. 
Die Aufgabe, eine neue Moglichkeit zur Verhinderung der allogenen Transplantatrejektion zu 
eroffnen, wurde im einzelnen dadurch gelost, dass T-Zellen des Transplantaternpfangers in 
vitro durch Zellen des Transplantatspenders oder durch Zellen, die dominante MHC-Molekule 
exprimieren, stimuliert und.gleichzeitig mit^^H^ von Retroviren, die immunmpdulierende 
(therapeutische, z.B. virales IL-10, 11-4, IL-12p40) Gene exprimieren, transduziert werden. 
Die gewahlten Versuchsbedingungen fuhren zur Generierung und Expansion der alio- 
spezifischen, transduzierten T-Zellen in vitro. Aufgrund ihrer Allo-Spezifitat besitzen die 
modifizierten T-Zellen die Eigenschaft, nach der in vivo Applikation der Zellen zum 
Zeitpunkt einer allogenen Organtransplantation spezifisch in das allogene Transplantat 
einzuwandem und dort die immunmodulierenden (therapeutischen) Gene zu exprimieren. 
Die Erfmdung erlaubt es Uberraschenderweise, die Abstofiung allogener Transplantate (Zellen, 
Gewebe, Organe) effektiv zu verhindem. 

Die erfmdungsgemaUen modifizierten Zellen wandem also auf Grund ihrer Allo-Spezifitat in 
das Transplantat ein. Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, dass durch die Produktion 
von IL-4, IL-10 und IL-12p40 in Abhangigkeit des Aktivierungsgrads der erfmdungsgemafien 
Zellen, direkt am Ort des Ag-Kontaktes ein lokales Milieu von Th2-Zytokinen bzw. Thl- 
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Antagonisten geschaffen wird. Damit ist es gelungen, IL-4, IL-10 oder IL-12p40 
produzierende, alloreaktive T-Zellen durch retroviralen Gentransfer in vitro zu generieren. 
Dabei wird auf die Expression des Transgens im transplantierten Gewebe selbst fokussiert. 
Bisher sind seiche (generierte T-Zellen) Zellen hauptsachlich zur Tumorbekampfung 
eingesetzt worden. Hierbei wurden ex vivo generierte tumorspezifische T-Zellen mit 
proinflammatorischen Zytokinen (wie beispielsweise TNF-alpha) transfiziert, die bei spaterer 
Infiltration den Tumor und seine Metastasen „bekampfen„. 

Die erfindungsgemSBen in vitro retroviral modifizierten T-Zellen werden durch die Kokultur 
bzw. durch Koinkubation mit Zellkulturuberstanden von sog. amphotrophen Zellinien 
gewonnen, die die rekombinanten Retroviren mit den therapeutischen Transgenen 
produzieren. Das erfindungsgemaCe Verfahren zur Herstellung der in vitro retroviral 
modifizierten T-Zellen besteht aus folgenden Schritten: 

- Herstellung der entsprechenden Zellinien, die die rekombinanten Retroviren mit den 
therapeutischen Transgenen produzieren. Dazu erfolgt eine Transfektion der Zellinie mit 
einem retroviralen Vektor. 

- Generierung der alloreaktiven T-Zellen in vitro. Dabei wird die Zellinie, die das 
rekombinante Retrovirus mit dem therapeutischen Transgen produziert, in Kultiir genommen. 
AuBerdem wird eine gemischte Lymphozytenkultur (bestrahlte Spender T-Zellen mit 
Empfanger T-Zellen oder Zellen, die dominante MHC-Molektile exprimieren), kultiviert. 
Danach wird eine Kokultivierung, bestehend aus der gemischten Lymphozytenkultur (Primar- 
MLC) und der retrovirus-produzierenden Zellinie durchgefuhrt. 

Als Vektoren konnen IL-4, IL- 1 0, vIL- 1 0 und IL-2p40 eingesetzt werden. 
Die retroviral modifizierten T-Zellen konnen in verschiedene Applikationen (iv, ip), 
verschiedene Kombinationen davon und/oder verschiedene Dosierungen zu verschiedenen 
Zeitpunkten eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemafien in vitro retroviral modifizierten T-Zellen eignen sich zur 
Verhinderung der allogenen Transplantatrejektion in vivo und kOnnen bei der Transplantation 
von allogenen Zellen, Geweben und Organen verwendet werden. Als Beispiele seinen die 
Transplantation von Stammzellen, Haut, Niere, Herz, Leber oder Inseln genannt. Hierbei 
werden T-Zellen des Transplantatempfangers in vitro durch Zellen des Transplantatspenders 
Oder durch Zellen, die dominante MHC-MolekUle exprimieren, stimuliert und gleichzeitig mit 



Hilfe von Retroviren, die immunmodulierende Gene exprimieren, transduziert. Das Ergebnis 
ist eine Toleranzinduktion bzw. cine Toleranzerhaltung gegenuber allogenen Transplantaten. 

Das Wesen der Erfindung besteht in einer Kombination bekannter - amphotrophe Zellinien, 
5 retrovirale Vektoren, gemischte Lymphozytenkultur - und neuen Elementen - Kokultur aus 
der gemischten Lympho2ytenkultur (Primar-MLC) und der den therapeutischen Retrovirus- 
produzierenden Zellinie -was dazu ftihrt, dass retroviral transduzierte T-Zellen entstehen, die 
therapeutische Gene exprimieren konnen und aufgrund der allo-Spezifitat in das AUo- 
Transplantat einwandem konnen. Der Erfolg der Methode liegt darin, dass die AbstoBung 
10 allogener Transplantate (Zellen, Gewebe, Organe) effektiv verhindert wird und somit ein 
wirksames Mittel in der Transplantationsmedizin zur Verfugung gestellt wird. 
Die erfindungsgemaBe Verwendung von therapeutischen T-Zellen besteht in der 
Verhinderung der allogenen Transplantatrejektion. Die (in vitro) retroviral modifizierten T- 
Zellen finden als Mittel zur Toleranzinduktion und zur Erhaltung von Toleranz gegenuber 
15 allogenen Transplantaten (Zellen, Gewebe, Organe) und zur Stimulierung der T-Zellen des 
Transplantatempf^gers Verwendung. 

Die Erfindung soil anhand von Ausfiihrungsbeispielen nSher erlautert werden, ohne auf diese 
Beispiele begrenzt zu sein. 

20 

Ausfiihrungsbeispiele 

<# 

Beispiel 1 : Herstellung der therapeutischen T-Zellinien 

25 Generierung der Zellinien 

Zunachst werden die entsprechenden Zellinien, die die rekombinanten Retroviren mit den 
therapeutischen Transgenen produzieren hergestellt. Als Ausgangspunkt fiir die Produktion 
von infektiosem, replikations-inkompetenten Retrovirus dient die von NIH/3T3 abgeleitete 
Zellinie PT67 (Retropack™, Clontech). PT 67 enthalt die Gene gag, pol und env (lOAl- 

30 Stamm) des Moloney Murine Leukemia Virus (MoMuLV), Die Zellen werden in DMEM 
10%FKS, 4mM L-Glutamin, lOOU/ml Penicillin und 100|ag/ml Streptomycin bei 37°C in 5% 
C02-Atmosphare gezuchtet. Die Transfektion dieser Zellinie mit einem retroviralem Vektor, 
der nicht die o.g. Gene, jedoch ein therapeutisches Gen und ein Verpackungssignal beinhaltet, 
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erlaubt die Produktion von replikations-defizientem Retrovirus (d.h. das Virus kann seine 
Zielzellen infizieren, aber nicht in diesen replizieren und weitere Zellen infizieren) (Coffin et 
al., 1996; Ausubel et aL, 1996). Die Transfektion der PT67-Zellen erfolgt mittels 
Calciumphosphat-Transfektion nach Standardprotokollen (Maniatis?). Durch Selektion mit G 
418 (0,5 mg/ml) werden Klone und davon abgeleitet wiederum Zellinien etabliert, die sowohl 
das replikations-defiziente Retrovirus als auch das therapeutische Gen produzieren. Im Falle 
von IL-4 und IL-10 kSnnen ELISA-Teste dazu herangezogen v^erden, die Zellinien mit der 
hochsten Produktion des therapeutischen Gens bestimmen, die dann in alien weiteren 
Experimenten verwendet wird. Im Falle von IL-12p40 ist kein ELISA-Test zur Verfiigung. 
Hier wird direkt die biologische Aktivitat im Bioassay bestimmt (Hemmung der IFN-y 
Produktion durch aktivierte Milzzellen). 

Beispiel 2 : Generierung der alloreaktiven T-Zellen in vitro 

Ein bis zwei Tage, bevor die gemischte Lymphozytenkultur (bestrahlte Spender T-Zellen mit 
Empfdnger T-Zellen kultivieren) angesetzt wird, wird die Zellinie, die das rekombinante 
Retrovirus mit dem therapeutischen Transgen . produziert, in Kultur genommen 
(DMEM+10%FKS + Selektionsantibiotikum G 418 0,5mg/ml Endkonzentration). 
Am Tag 1 wird die Kokultur, bestehend aus der gemischten Lymphozytenkultur (Primar- 
MLC) und der retrovirus-produzierenden Zellinie durchgeflihrt: Dazu werden die Zellen der 
Zellinie trypsiniert, flir 5 Minuten bei 1 .200 U/min zentrifugiert und in T-Zell Medium (TCM) 
ohne FKS aufgenommen. Danach werden die Zellen gezahlt und auf einen Dichte von 2x10^- 
2x10^ Zellen/pro 96er Platte ausgesat. Zunachst lasst man die Zellen fiir 3-4 Stunden in CO2- 
Inkubator (5%C02) bei ST'^C anwachsen, bevor die T-Zellen zugegeben werden. 
Die T-Zellen des TransplantatempfMngers werden zuvor aus dem peripheren Blut mit Hilfe 
eines FikoUgradienten nach Standardprotokollen isoliert. Zur Antigenprasentation werden die 
Zellen des Transplantatspenders (T-Zellen) ebenfalls nach Standardprotokoll isoliert. Im Falle 
der Verwendung von Zellinien, die dominante MHC-Epitope exprimieren, werden diese 1-2 
Tage vorher aufgetaut und im C02-Inkubator bis zur Verwendung kultiviert. 
Die Zellen, die zur Antigen-Prasentation dienen (als Stimulatorzellen fur die T-Zellen des 
Transplantatempfangers), mussen vor der Zugabe zur gemischten Lymphozytenkultur fur 10 
Minuten bei 30 gy (in DMEM + ?) bestrahlt werden, um diese an der unerwunschten 
Proliferation zu hemmen. 
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Nach der Bestrahlung der antigen-pasentierenden Zellen werden diese zentrifugiert und iii 20 
ml TCM ohne FKS aufgenommen. Danach wird die Zellzahl bestimmt und 50^1 TCM mit je 
3,5 X 10^ - 4 X 10^ Zellen des Transplantatempfdngers und der antigen-prasentierenden Zellen 
in 3% autologem Serum und 4^g/ml Polybren in 96well Rundbodenplatten ausplattiert 
(Gesamtvolumen 100^1) und bei 37°C im COa-Inkubator bei voUiger Ruhe inkubiert. 
Tag 5: 

Am Tag fiinf erfolgt die Umsetzung der MLC aus Rundbodenplatten in Flachbodenplatten. 
Hierzu werden ca. 50|il des Kulturiiberstandes abpipettiert (wird verworfen) und die T-Zellen 
werden durch 2-3maliges Resuspendieren ohen Lufblasen in eine 96well Flachbodenplatte 
uberfuhrt. AuBerdem werden lOOul TCM-HC Medium, welches frisch angesetzt werden 
sollte, hinzugegeben werden. Die Zellen werden fur weitere 24 Stunden bei 37°C unter CO2- 
Atmosphare (5%) kultiviert. 
Tag 6: 

Am Tag 6 erfolgt die G 418 Selektion, d.h. alle Zellen, im die Zuge des retroviralen 
Gentransfers nicht transduziert wurden, gehen im Rahmen der G 418-Selektion zugrunde 
Umgekhert Uberleben nur die Zellen die G 418-Selektion, die durch das Retrovirus 
transduziert wurden. Von dieser Stufe an sind die Zellen immer unter G 418 zu kultivieren 
(0,4mg/ml G-418 Endkonzentration). In diesem Medium werden die Zellen fiir weitere 48 
Stunden kultiviert. 
20 Tag 8: Restimulation 2" 

Am Tag acht nach der ersten Stimlation erfolgt die Restimulation der Zellen. Hierftir werden, 
wie schon fUr die erste Stimulation beschrieben, entweder PBMC des Transplantatspenders 
^ Oder Zellinien, die dominante MHC-Epitope exprimieren, eingesetzt. Die Zellen werden 
wiederum bestrahlt (10 min, 30 Gy), danach zentrifugiert (1.200 Upm, 5 min) und danach in 
25 20 ml TCM ohne FKS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Fiir die Restimulation 
werden zunSchst lOO^il aus der 96well Mikrotiterplatte, die die MLC-Zellen enthait, 
entnommen und mit 6x105 Stimulatorzellen versetzt. AuBerdem wird auf 2.5% autologem 
Serum und einer G 418 Konzentration von 0.4 mg/ml eingesteUt. Danach werden die Zellen 
fur weitere zwei Tage inkubiert. 
30 Tag 10: 

Am Tag 10 erfolgt die Zugabe von frischem TCM-HC Medium (lOOjil abziehen und Zugabe 
von 100|j1 TCM-HC + G 418, 0.4mg/ml). Danach werden die Zellen fur weitere zwei Tage 
inkubiert. 
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Tag 12: 

In alien Vertiefungen der Zellkulturplatten sollten sich proliferierende Zellen (Blasten) 
befinden, die durch weitere Restimulationsschritte vermehrt werden kSnnen, urn eine 
genOgend grosse Anzahl an Zellen ftir die Applikation in der Klinik verfUgbaf zu haben. Am 
Tag 12 besteht zusatzlich die MSglichkeit, die generierten Blasten uber einen Fikollgradienten 
zu reinigen und zu isolieren (Ficoll 3000). 24 Stunden nach dem Gradienten erfolgt die 
nachste Restimulation (3"). 

Zur Stimulation kSnnen PBMC-Zellen des Transplantatspenders oder Zellinien, die 
dominante MHC-Molekule exprimieren oder Zellinien, die mit den Genen fur diese Molekule 
transfiziert sind und diese konstitutiv exprimieren (K. Wood) eingesetzt werden. 



^ Beispiel 3: Altemativen zur Kokultur 

Anstelle der Kokultur mit der amphotrophen Zellinie soli nur der retrovirus-haltige 
ZellkulturUberstand deramphotrophen Zellinie zur Transduktion der T-Zellen herangezogen 
IS werden. 



Beispiel 4: Der BioassaysrNachweis des therapeutischen Gens im Oberstand kann erfolgen 
durch: 

IL-4, ELISA, MHG-II Hochregulation auf Milzzellen 
20 vIL- 1 0, ELISA, Inibition der TNF-a Produktion durch Makrophagen. Verringerung der MHC- 
II Expression auf Monozyten 

IL-12p40, kein ELISA, Inhibition der Produktion von IFN-g nach Stimulation von Milzzellen. 
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Abkiirzungsverzeichnis 



Ag Antigen 

!w Ak Antikorper 

APC Antigen-prSsentierende Zellen 

15 B-Zellen B-Zellen 

B7-Molekule Oberflachenmarker auf APC, wichtig fur die Aktivierung von T-Zellen 

cDNA complementary DNA, copy DNA 

CD cluster of differentiation, Nomenklatur fiir Oberflachenmolekiile 

CD4 spezifischer Oberflachenmarker aud T-Helfer-Zellen 

20 (RIB 5/2) Bezeichung fiir einen gegen das CD4-Molekul gerichteten monokl. 

Antikorper 

CD8 T- spezifischer Oberflachenmarker auf zytotoxischen T-Zellen 

^ CTLA4-Ig Fusionsprotein, bestehend aus CTLA-4 (cytotoxic T-cell late antigen) 

und dem Fc-Teil des IgG-Antikoipers 

25 DMEM Dulbeccos' modifiziertes Eagle's Medium 

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsaure) 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

gy Gray (Gy) 

FKS Fetales Kalberserum 

30 IFN Interferon 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

kDa Kiio-Dalton 

mAk monoklonale(r) Antikorper 



MHC 

MLC 

mRNA 

NIH/3T3 

NK-Zellen 

0KT3 

PBMC 

PGR 

PHA 

SCID-Mause 
TCM 

TCM-HC Medium 

TCR-Signal 
TGF 

T-Lymphozyten 

T-Zellen 

Thl-Zellen 

Th2 

TNF 

vIL-10 



Major Histocompatibility Complex 
Mixed Lymphocyte Culture 
Messenger-Ribonucleinsaure 
Maus-Fibroblasten 
NatUrliche Killerzellen 
mAk gegen CDS 

peripheral blood mononuclear cells 

polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion) 

PhytohMmagglutinin 

immundefiziente Mause, die keine B- und T-Zellen besitzen 
T-Zell Medium 

T-Zell Medium mit Pferdeserum-Bestandteil und Con A als 

polyklonales Aktivierungssignal 

T-Zell-Rezeptor 

transforming growth factor 

Thymusabhangige oder -stammige Lymphozyten 

dem Thymus entstammende T-Lymphozyten 

T-Zellen mit T-helferl-Phanotyp 

T-Zellen mit T-helfer2-Phanotyp 

Tumomekrosefaktor 

virales Interleukin- 1 0, entstammt aus Epstein-Barr- Virus, hat hohe AS- 
Homologie zum humanen IL-10 
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Patentanspruche 

1. (In vitro) retroviral modifizierte alloreaktive T-Zellen, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein 
therapeutisches Gen exprimieren. 

2. (In vitro) retroviral modifizierte alloreaktive T-Zellen nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie 

a) IL-4 Oder 

b) IL-10oder 

c) IL-12p40 
produzieren. 

3. (In vitro) retroviral modifizierte T-Zellen nach Anspruch 1 und 2, erhalten durch 
retroviralen Gentransfer. 

4. Verfahren zur Herstellung von retroviral modifizierten T-Zellen nach einem der Anspruche 
1 bis 3, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

- Herstellung der entsprechenden Zellinien, die die rekombinanten Retroviren mit den 
therapeutischen Transgenen produzieren 

- Generierung der alloreaktiven T-Zellen in vitro. 

5. Verfahren nach Ansjpruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass eine Transfektion der Zellinie 
mit einem retroviralen Vektor in vitro erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dass als retro virale Vektoren 

a) IL-4 Oder 

b) IL-10oder 

c) vIL-lOoder 

d) IL-2p40 Oder 

e) mogliche Kombinationen davon 
eingesetzt werden. 



7. Verfahren nach Anspruch 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dass,. 



a) die Zellinie, die das rekombinante Retrovirus mit dem therapeutischen Transgen 
produziert, in Kultur genommen wird 

b) eine gemischte Lymphozytenkultur (bestrahlte Spender T-Zel!en mit Empfanger T-Zellen 
Oder Zellen, die dominante MHC-Molekule exprimieren), kultiviert wird und 

c) eine Kokultivierung, bestehend aus der gemischten Lymphozytenkultur (Primar-MLC) 

-"""■"X 

und der retrovirus-produzierenden Zellinie, durchgeftihrt wird. ^ 

8. Verwendung der (in vitro) retroviral modifizierten T-Zellen in der Transplantationsmedizin. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 zur Verhinderung der allogenen Transplantatrejektion in 
vivo. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 und 9 als Mittel zur Toleranzinduktion und zur Erhaltung 
von Toleranz gegenuber allogenen Transplantaten (Zellen, Gewebe, Organe). 

11. Verwendung nach Anspruch 8 bis 10 zur Stimulierung der T-Zellen des 
Transplantatempfangers. 



